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論 文 内 容:要 旨
諸 言
自家 不 和 合性 とは、 雄性 お よび雌 性器 官 の構 造 と機 能 が正 常 で あ りなが ら、
雌 ず い に自分 の花 粉 を受 粉 した と きに、 自家受 精 が抑 制 され る機 構 で あ る。
ア ブ ラナ科 植物 の 自家不和 合性 は胞 子体 型遺 伝 様 式 の1遺 伝 子座 の旦 複 対立
遺 伝子(S1,S2,S'⊇,...sn)に よ って 支配 され て い る。 旦 遺伝 子 と共 に遺
伝す るS糖 タ ンパ ク質 が 自 ・他 の認識 反 応 に関 与 して い る と考 え られ、 これ
に関 す る遺 伝子 が クローニ ング.され て い る。 しか しこれ らは一部 の旦 遺 伝子
につ いて 検 討 され て お り、 そ の全 貌 は明 らか に な って いな い。
S遺 伝 子 が複 対立遺 伝子 系 とな って い る ことを考 慮 す れ ば、 多 数 の旦 遺伝
子 の集 団 内 に おけ る存在状 態 を明 らか に し、 そ のS糖 タ ンパ ク質 とS糖 タ ン
パ ク質 遺 伝子 の変異性 を調 べ る ことが 自家 不 和 合性 の理解 と利 用 に必 要 で あ
る と考 え た。 アブ ラナ科植物 は地 中海 地方 を起 源地 と し、Brassica腱
trisは カブ と して弥生時 代 の 日本 に渡 来 した とい われ、 野生 に近 い状 態 で小
国 町 に 自生 して い る。本 研究 で は、 日本 の小 国 町 と トル コの バ ルチ ェ シュメ
の野 生 集 団 を主材 料 と して、 そ の変 異 を検 討 した。
まず 第 一 章 で は、 材料 とす る 旦」一 の受 粉反 応 を走 査 型電 顕 で詳
細 に観 察 した。 第 二章 と第三 章で は日本 に 自生 す る小 国集 団 と トル コの バル
チ ェ シ ュ メ集 団 にお け るS遺 伝 子 にっ いて 調査 し、S遺 伝子 を単離 しなが ら、
S糖 タ ンパ ク質 を分析 した。 第 四章 で は両集 団 間 にお け るS遺 伝 子、S糖 タ
ンパ ク質 の異 同 を比 較 し、 またゲ ノ ミックDNAに っ いて も比較 検 討 した。
第 一 章SE躍 に よ る花粉 ・柱頭相 互 作用 の経 時 的 観察
他 家 受 粉30分 後、 三 っの発芽 溝(Furrow>を もっ花粉(Fig.1-a)は 一 っ の発
芽 溝 か ら分 泌物 を分 泌 し始 じめ(Fig.1-b)、1時 間後 に は周 りの乳 頭細 胞 を
覆 った(Fig.1-c)。 この際、 花 粉管 が発 芽 す るが、2時 間後 まで多 量 の分 泌
物 が 分 泌 され乳 頭細 胞 は もちろん花 粉 自身 も分 泌物 に覆 わ れ て、 花 粉 管 の行
動 は は っき りは見 え ない。 自家 受粉 の場 合 に は、 大部 分 の花 粉 が1時 問 後 に
は吸 水 して 分泌 物 を分泌 した が、 他 家受粉 に比 べ る と分泌 物 の量 もは るか に
少 な く(Fig.1-d)、2時 間後 に は短 い花粉 管 も見 え たが そ の数 は少 なか った。
6時 間 後 に は、 自 ・他受粉 ともに分 泌物 は乾 き、 花粉 管 が鮮 明 に見 え た。
24時 間 後 の観 察 で は、 他家受 粉 の時 に は一 っ の乳頭 細胞 に一本 の花粉 管 が
滑 らか に侵 入 して い る ものが大 部分 で あ ったが、 二本 の花 粉 管 が突 出 した も
の も稀 に見 え た(Fig .2-a)。 自家 受粉 の場 合 は、 花 粉 管 が乳 頭細 胞 に侵 入 で
きな くて、 乳頭 細胞 上 を伸 びた(Fig.2-b)。 粘 着 テー プを用 いて 花粉 を剥す
実 験 か ら、 自家 受粉 の花粉 管 も乳 頭細 胞 と緊 密 に接 して い る『こ とが分 か った
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(Fig.2-c)。 ま た 、 自家 受 粉 の 場 合、 花 粉 は乳 頭 細 胞 と接 しな くて も発 芽 し、
花 粉 管 が 別 の 花 粉 上 で 伸 長 す る こ と も認 め られ た(Fig.2-d)。
以 上 の こ と か ら、 自 家 不 和 合 性 に お い て は、 花 粉 の吸 水 と発 芽 を 阻 害 す る
局 面 と、 花 粉 管 の 侵 入 を 阻 害 す る 局 面 の 両 局 面 で 認 識 反 応 が 起 きて い る こ と、
花 粉 管 侵 入 阻 害 が 自家 不 和 合 性 を 示 す 最 も よ い指 標 と な る こ と を 指 摘 し た。
第 二 章 日本 、'小 国 町 自然 集 団 に お け る旦 遺 伝 子 お よ びS糖 タ ン パ ク質 の 変 ・
異
小 国 町 集 団 の58個 体 を 供 試 し、 強 い 自 家 不 和 合 性 を 示 す32個 体 の 自殖
種 子 を 播 種 し、 各 系 統(同 一 親 由 来)内 で 二 面 交 配 を 実 施 す る一 方 、S糖 タ
ン パ ク 質 抗 体 の 交 差 反 応 を 用 い てS糖 タ ンパ ク質 を 検 出 し、S遺 伝 子 型 を 決
め た 。 旦 遺 伝 子 の分 離 比 を 調 べ た 結 果 、1系 統 で は分 離 が 認 め ら れ ず 、 も う
1系 統 で は 和 合 性 を 含 む 複 雑 な 分 離 を した。 残 り の30系 統 のS遺 伝 子 の 分
離 比 は 全 て1:2:1の 仮 説 で 説 明 で き た。S遺 伝 子 間 の優 劣 関 係 が 認 め られ た の
は、 花 粉 側 で4例(13%)、 柱 頭 側 で1例(3沿 で あ った。S遺 伝 子 ホ モ 接 合 体 間
の相 反 交 配 を 行 って、35のS遺 伝 子 は16の 異 な るS遺 伝 子 か ら成 り立 っ
て い る こ とが 分 か っ た(Table1)。 こ の こ とか ら推 定 す る と本 集 団 に は20～
30のS遺 伝 子 が 含 ま れ て い た。
IEF一 イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ り、62S遺 伝 子 中54S遺 伝 子 でS糖 タ ンパ
ク質 が 検 出 で き た。S糖 タ ン パ ク質 に は 主 バ ン ドと副 次 的 バ ン ドが 見 られ た 。
花 粉 管 侵 入 か ら判 断 され た 同 一S遺 伝 子 は、S糖 タ ンパ ク 質 の 主 バ ン ドのpI
価 も同 じで あ っ た。 な お、pI価 の 異 な る旦 遺 伝 子 が ヘ テ ロの 時 に 特 異 的 に 出
現 す る バ ン ドが 存 在 す る例 もあ った(Fig.3)。
異 な る16旦 遺 伝 子 のS糖 タ ンパ ク質:のpI価 は5.0-9.0ま で 変 異 して お り、
7.Q-9.0の もの が 最 も多 か った。 ま た 、SDS-PAGE一 イ ム ノ ブ ロ ッ ト分 析 で 分 子
量 を 推 定 す る と、50-60KDで あ っ た。
な お 、 こ れ らSホ モ 接 合 体 に っ い て 、 柱 頭 タ ン パ ク質 の分 析 をConA-per。
oxidase染 色 法 、 ク マ ジ ブ ル ー 染 色 法 、 銀 染 色 法 を 用 い て 検 討 し、 イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 の 有 効 性 を 示 した 。
第 三 章 トル コ、 バ ル チ ェ シ ュ メ の 野 生 集 団 に お け るS遺 伝 子 、S糖 タ ンパ
ク質 お よ び ゲ ノ ミ ッ クRFLP分 析
第 二 章 と 同 様 の 手 法 を 用 い て 、 バ ル チ ェ シ ュ メか ら採 種 した88個 体 の植
、物 を 調 査 し、 そ の うち25系 統 の 自殖 種 子 を 展 開 し、 旦 遺 伝 子 の 分 析 を 行 っ
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た 。25系 統 の う ち、 優 劣 関 係 が 認 め ら れ た の は花 粉 側 で6系 統(24瓢)、 柱 頭
側 で5系 統(20%)で あ っ た。 旦,遺 伝 子 の 分 離 比 をZ2分 析 結 果 、3系 統 が 期 待
値 か ら外 れ て い た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト分 析 に よ っ てS糖 タ ンパ ク質 を調 べ た 結
果 、50個 の 旦 遺 伝 子 中 、 検 出 で き な か った 旦 遺 伝 子 は9個(18%)で あ った。
系 統 内 二 面 交 配 と イ ム ノ ブ ロ ッ ト分 析 に よ り35旦 ホ モ 接 合 体 が 得 られ た。
これ らの ホ モ 系 統 間 の 相 反 交 配 を 行 っ て 、 異 な る18個 の旦 遺 伝 子 を 同 定 し、
集 団 内 の 旦 遺 伝 子 数 を30～35と 推 定 した 。Table2に は バ ル チ ェ シ ュ メ
と小 国 集 団 の パ ラ メ ー タ ー の 比 較 を 示 した 。 バ ル チ ェ シ ュ メ集 団 の 旦 遺 伝 子
構 成 は小 国 集 団 と比 較 的 似 て い る が 、 変 異 の 幅 が 広 い こ と を 明 らか に した。
lEF一 イ ム ノ ブ ロ ッ ト分 析 か ら、 そ れ ぞ れ のS遺 伝 子 に対 応 す るS糖 タ ン パ
ク質 を 同 定 し、 主 バ ン ドは異 な るp1価 を も っ こ と を 確 か め た(Fig.4)。 そ し
て、 主 バ ン ドの 分 子 量 も副 次 的 バ ン ドの 分 子 量 もほ ぼ 同 じで あ る こ と を 示 し
た。f一 鎚 一cDNAプ ロ ー ブ を 用 い 、 異 な る6旦 遺 伝 子 ホ モ 接 合 体 問 の ゲ ノ ミ
ッ クDNAのRFLPの パ ー タ ンを 調 べ た と こ ろ、 対 応 す るDNAも 異 な っ て い た。
第 四 章 日 本 と トル コ両 集 団 に お け るS遺 伝 子 、S糖 タ ンパ ク質 お よ び 関 連
RFLPに っ い て の比 較
小 国 集 団 の22旦 遺 伝 子 、 トル コ集 団 の16.豊 遺 伝 子 、 合 計38旦 遺 伝 子
を 材 料 に し、 総 当 た り二 面 交 配 を 行 い 、29の 独 立 したS遺 伝 子 を 単 離 した
(Table3)。 そ の うち 、4S遺 伝 子 は両 集 団 に共 通 して い た の で 、 この こ と か
らB.ca珊pestrisに は100～200のS遺 伝 子 が あ る もの と推 定 した。
38Sホ モ 接 合 体 のS糖 タ ンパ ク 質 に つ い てIEF一 イ ム ノ ブ ロ ッ ト分 析 を行
った 結 果 、 由 来 した 集 団 に 関 係 な く、 主S糖 タ ン パ ク質 のplの 値 は、 同 じ旦
遺 伝 子 の 場 合 に は 同 じで あ った。
本 実 験 で 単 離 した29のS遺 伝 子 に つ い て 、S糖 タ ン パ ク質 の 主 バ ン ドの
pl価 の 順 に よ り旦21か ら旦49ま で 番 号 を 付 け た(Fig.5)。 そ の 中 で 主 バ ン ド
のpl価 が 類 似 して い る グ ル ー プ が 三 っ あ っ た 。pl価 の 似 て い るS遺 伝 子 間 の
異 同 を 調 べ る た め、 そ のS遺 伝 子 間 で ゲ ノ ミ ッ クDNAのRFLPパ ー タ ンを 比 較 し
た 結 果 、 別 々 の旦 遺 伝 子 で あ る こ と を 確 認 した(Fig.6)。 な お、 これ らの旦
遺 伝 子 間 に は 同 じ分 子 サ イ ズ を もっ バ ン ドが 複 数 あ っ て 、 お 互 い に相 同 性 の
高 いDNAの 配 列 を 持 って い る こ とが 推 察 され た。 両 集 団 由 来 の15S遺 伝 子 に
つ い て ゲ ノ ミ ッ クDNAのRFLPパ ・タ ー ン を 分 析 した 結 果 、 各S遺 伝 子 間 で そ れ ぞ
れ 多 様 性 を 示 した。
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結 語
本 研 究 で は、 起 源地 と伝 播 地 のB.campestris野 生 集 団 を材 料 と して用 い、
S遺 伝 子 の 保持 と変 異 にっ いて の基 礎 デ ー タを得 た。 まず第1に 、B.cam一
幽 に は100を 越 す旦 複対 立 遺 伝子 が存 在 す る ことを示 し、 トル コと
日本 の集団 で は、 共 有 されて い るS遺 伝子 が少 ない こ とを 明 らか に した。S
遺 伝 子 は、 ラ ンダ ム ドリフ トよ って集 団 か ら除 か れ、 それ ぞれ に隔離 した集
団 で は、 多様 な旦 遺 伝 子 が保 持 ・蓄積 され て い る こ とが 実証 され た。
第2に 、S遺 伝子 ばS糖 タ ンパ ク質 に よ って特徴 付 け られ る こ とを指摘 し
た。 この事実 は、 自家 不 和 合性 の反 応 にS糖 タ ンパ ク質 が深 く関 わ って い る
こ とを改 めて示 して い る。
第3に 、 本 研 究 で は、 花粉 と柱頭 問 の認識 反 応 には、 花粉 の吸水 ・発 芽 と
花粉 間侵入 の両 局 面 が あ る こ とを指 摘 した。
最 後 に、 約30の 変 異 に富 むSホ モ接 合体 を育成 した こ とを 強 調 した い。
これ らの旦 系統 か らs糖 タ ンパ ク質 遺 伝子 や それ と関 連 す る遺 伝子 を取 り出
し、 遺 伝子導 入 の材料 と して利用 す る ことが 出来 るだ ろ う。 本研 究 で抗S糖
タ ンパ ク質抗 体 とcDNAブ ロ ーブを利 用 して特 徴 づ け た旦 遺 伝 子 は今 後 の研究
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究はアブラナ科植物のハクサイやカブの含まれるBrassicacampestrisを 材料として,そ の
自家不和合性について研究 したものである。
まず受粉した際の雌蕊 と花粉の状態を走査型電子顕微鏡で観察 し,他 家受粉の場合には,受 粉
後30分 から2時 間の間,花 粉から多量の分泌物を分泌し,そ の間に花粉が発芽し,花 粉管が柱頭
に侵入すること,自 家受粉の場合にはその分泌が時間的に遅れ,ま た量も少ないことを観察 し,
自 ・他の認識反応はこの時にすでに生起することを指摘 した。さらに花粉管と柱頭乳頭細胞間で
は,自 家受粉の場合にも緊密な物質的接合があるにも関わ らず,花 粉管が侵入できないので,そ
の間には情報伝達 と細胞の応答反応が介在 していることを推定 した。このような観察はこれまで
の受粉反応の観察を一歩進めたものである。




多数のS遺 伝子ホモ接合体系統を両集団か ら単離 し,そ れらの異同を調べた結果,両 集団では4
個の旦遺伝子力洞 じであることを示 し,こ のことから旦」幽 には100を越す旦遺伝子があ
ることを明らかに した。また,単 離 したS遺 伝子ホモ系統は30の 異なったS遺 伝子に分類できる
こと,そ れらは関連して遺伝するS糖 タンパク質の主バンドのpl値 によっても特定できることを
明らかにし,S糖 タンパク質がS遺 伝子の働きに密接に関連していることを改めて指摘 した。こ
れらの研究結果は自家不和合性について数多 くの新知見を加えたものであるし,さ らに実際の農
業にもまた研究にも利用できる新たなS遺 伝子素材を多数提供 したものである。
以上の成果は博士学位論文 として評価できるものと判断した。'
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